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Resumen 
La anguila europea (Anguilla anguilla) es una especie de elevado interés pesquero y una de las 
especies importantes para la acuicultura mundial, pero su producción actual todavía depende 
de las capturas de angulas en el medio natural. Catalogada actualmente como especie en peligro 
de extinción, la reproducción ex situ se presenta como un elemento clave para su conservación. 
La maduración en cautividad de esta especie requiere tratamientos hormonales largos y 
costosos que, en muchas ocasiones, conducen a una maduración asincrónica entre sexos. En 
este sentido, la optimización de los métodos de almacenamiento de esperma a corto y largo 
plazo pueden ser un factor clave a la hora de optimizar los procesos de fertilización in vitro. 
Durante el presente trabajo se llevaron a cabo una serie de experimentos con el objetivo de i) 
mejorar los protocolos existentes de conservación de gametos a corto plazo; y de ii) optimizar 
los protocolos de criopreservación gametos utilizados en la actualidad. 
Para el experimento de almacenamiento a corto plazo se probaron diferentes ratios de dilución 
(1:9 versus 1:49), diferentes temperaturas de almacenamiento (4 °C versus 20 °C), y el 
mantenimiento de la muestra en agitación o sin agitación. Las muestras se almacenaron durante 
7 días y se evaluaron distintos parámetros cinéticos a diferentes tiempos. Los resultados 
mostraron que la calidad del esperma no mostró diferencias significativas durante las primeras 
24 h entre ambos ratios de dilución. Sin embargo, el ratio de dilución 1:49 mostró mejores 
resultados en tiempos de almacenamiento superiores. En este sentido, los resultados sugieren 
que para una conservación mayor de 48 h es recomendable diluir el esperma a 1:49 y 
conservarlo a una temperatura de 4 °C.  
En los experimentos de criopreservación, se evaluaron diferentes viales de congelación (pajuelas 
versus criotubos), diferentes rampas de congelación y descongelación y, finalmente, diferentes 
combinaciones de crioprotectores (metanol, FBS, BSA y yema de huevo). La combinación de 
metanol (10%) y yema de huevo (5%) como medio de congelación generó los mejores resultados 
tras la descongelación, y algunas muestras alcanzaron valores de más del 50% de motilidad. 
Además, también se validó la congelación en viales de grandes volúmenes (criotubos de 2 y 5 
ml), sin diferencias significativas respecto a las muestras criopreservadas en pajuelas (0,5 mL).  
Por tanto, el presente trabajo describe i) un método simple para la conservación a corto plazo 
de esperma de anguila europea durante un máximo de 7 días, ii) y un protocolo de 
criopreservación que mejora los resultados obtenidos en estudios previos y que aplicable en 
grandes volúmenes para su uso a escala comercial.  
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Abstract 
European eel (Anguilla anguilla) is a species of high fishing interest and one of the most 
important for worldwide aquaculture. However, its current production still depends on the 
capture of glass eels from the wild. Currently catalogued as an endangered species, ex situ 
reproduction is presented as a key element for its conservation. 
Maturation in captivity of this species requires long and costly hormonal treatments that, in 
many cases, lead to an asynchronous maturation between sexes. In consequence, optimization 
of sperm short-term and long-term storage methods can be a key factor for improving in vitro 
fertilization processes. During the work, some experiments were carried out with the objective 
of i) improving the existing short-term gamete conservation protocols, and ii) optimizing the 
cryopreservation protocols currently used. 
For the short-term storage experiment, samples were diluted at different ratios (1:9 versus 
1:49), were preserved at different temperatures (4 °C versus 20 °C) and were kept in constant 
agitation or still. Samples were stored for 7 days and different kinetic parameters were 
evaluated at different times. The results showed that the quality of the sperm did not show 
significant differences during the first 24 h between both dilution ratio. However, the 1:49 
dilution ratio showed better results in longer storage times. In this sense, the results suggest 
that for longer conservation than 48 h it is desirable to dilute the sperm at 1:49 and keep it at a 
temperature of 4 °C. 
In the cryopreservation experiments, different freezing vials (straws versus cryotubes), different 
freezing and thawing ramps and, finally, different combinations of cryoprotectants (methanol, 
FBS, BSA and egg yolk) we evaluated. The combination of methanol (10%) and egg yolk (5%) as 
a freezing medium generated the best results after thawing, and some samples reached values 
of more than 50% of motility. Also, freezing in large volume vials (2 and 5 ml cryotubes) was also 
validated, without significant differences concerning the cryopreserved straws (0,5 mL) samples. 
Therefore, the present work describes i) a simple method for the short-term conservation of 
European eel sperm for a maximum of 7 days, and ii) a cryopreservation protocol that improves 
the results obtained in previous studies and that can be applied in large volumes for its use on 
a commercial scale. 
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1.1 BIOLOGÍA Y ECOLOGÍA DE LA ANGUILA EUROPEA 
La anguila europea (Anguilla anguilla) es un pez teleósteo perteneciente a la familia Anguillidae, 
que cuenta únicamente con el género Anguilla. Las 19 especies que forman este género se 
encuentran distribuidas en los Océanos Atlántico, Pacífico e Índico, y en el caso de la anguila 
europea, su área de distribución abarca todo el Mediterráneo y el Atlántico oriental. 
Este pez, típico de aguas continentales europeas, es una especie catádroma que destaca por 
tener un ciclo de vida muy complejo, el cual comprende tanto migraciones transoceánicas como 
diversos procesos de metamorfosis (Figura 1). Gracias a las expediciones que realizó hace cien 
años el biólogo danés Johannes Schmidt, quien encontró larvas de leptocéfalos en el Mar de los 
Sargazos, se descubrieron las migraciones de esta especie, así como los primeros conocimientos 
sobre su ciclo de vida (Van Ginneken y Maes, 2005). 
La primera migración trasatlántica tiene una duración de unos 8 o 9 meses, la realizan en forma 
de larvas desplazándose hacia el este, empujadas por la Corriente del Golfo y la Corriente del 
Atlántico norte, a Europa y el norte de África (Feunteun, 2002). A su término, sufren una 
metamorfosis convirtiéndose en angulas, que nadan adentrándose en aguas interiores de 
Europa y del norte de África. 
Una vez alcanzados los 30 cm de longitud pasan a denominarse anguilas amarillas. Continúan 
creciendo durante un periodo prolongado de tiempo (entre 8 y 15 años los machos; y 10 y 18 
años las hembras) en función de la latitud. Una vez finalizada esta etapa, estos especímenes 
metamorfosean en anguilas plateadas, preparándose así para dejar las aguas continentales y 
realizar una nueva migración trasatlántica hasta el Mar de los Sargazos, donde alcanzan su 
madurez sexual y finalizan su ciclo de vida (van den Thillart et al., 2009).  El inicio de la migración 
se produce en otoño, y debido a que las larvas más pequeñas se suelen encontrar desde el mes 
de febrero hasta el mes de mayo, se estima que esta segunda migración se completa en unos 
80-170 días (Righton et al., 2016). 
Figura 1. Diagrama del ciclo biológico de la anguila europea (imagen modificada de EPGGráficos). 
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1.2 ESTATUS ACTUAL DE LA ESPECIE: POBLACIÓN, PESCA Y ACUICULTURA 
La población mundial de la anguila europea se encuentra en una situación crítica. Esta especie 
lleva sufriendo un fuerte declive desde 1980 y, actualmente, figura en la Lista Roja de Especies 
Amenazas de la IUCN (Bolland et al., 2019). La sobrepesca (tanto en su fase de angula como en 
su fase adulta), junto con otros factores como la contaminación, la construcción de barreras que 
impiden su migración, la pérdida de hábitat, el cambio climático, etc., han sido la causa de este 
marcado descenso poblacional (ICES 2019). De acuerdo con los estudios llevados a cabo por la 
FAO, esta especie que en 1950 constituía el 7.5% de los desembarques totales de aguas 
interiores, se vio reducida al 1.5% en el año 2010. Asimismo, el nivel de pesca también se ha 
visto comprometido, disminuyendo hasta el 10% en relación con la cantidad capturada medio 
siglo atrás (Dekker y Beaulaton, 2016). Debido a la gravedad del problema, en 2007, la Unión 
Europea tomó medidas y elaboró un plan de protección y recuperación para la anguila 
denominado “Reglamento de la anguila” (CE nº 1100/2007 del Consejo). En él se recogía que los 
estados miembros debían de desarrollar planes de gestión con la finalidad de reducir la 
mortalidad antropogénica de la especie y permitir así la migración y el desove de al menos el 
40% de la población (Dekker, 2016). 
A pesar de su delicado estatus de conservación, la anguila europea sigue siendo una especie de 
elevado interés acuícola a nivel mundial (Figura 2), con una elevada producción en el contexto 
de la acuicultura europea (7760 Tm, FAO 2018). A pesar de que su consumo se extiende desde 
países del Mediterráneo (España, Francia o Italia) hasta las regiones escandinavas (Noruega, 
Suecia o Dinamarca), es en el continente asiático (principalmente en Japón) donde la anguila se 
presenta como un producto estrella de la gastronomía, y donde se consume la mayor parte de 
la producción mundial.  
Figura 2. Capturas mundiales de anguila europea y producción mundial de anguila europea mediante 
acuicultura (FAO 2004-2021). 
No obstante, la piscicultura de anguilas se presenta como una actividad no sostenible en el 
tiempo, debido fundamentalmente a que las empresas dependen del abastecimiento de 
juveniles (angulas) para su engorde hasta talla comercial. En este sentido, la reproducción en 
cautividad se presenta como una pieza clave para su conservación, lo que ayudará a reducir la 
presión sobre las poblaciones naturales, facilitará el abasteciendo a las piscifactorías, e incluso 













1.3 EL CONTROL DE LA REPRODUCCIÓN: ÚNICA ALTERNATIVA SOSTENIBLE 
Uno de los problemas fundamentales en la producción de cualquier especie acuícola es el 
abastecimiento de alevines de forma regular y sostenible en el tiempo. A pesar del interés 
económico y medioambiental, actualmente todavía no se ha podido completar el ciclo 
reproductivo de la anguila en cautividad, debido principalmente a las particularidades de su 
migración transoceánica y al desconocimiento de las condiciones reales de freza en el Mar de 
los Sargazos. Dado que esta especie no madura espontáneamente en cautividad, es necesario 
la administración de hormonas para inducir la maduración sexual y obtener gametos de buena 
calidad en ambos sexos. Los primeros experimentos de inducción hormonal de la maduración 
en la anguila europea se realizaron por Fontaine et al. (1964) en el Museo Nacional de Historia 
Natural de París. Por primera vez se obtuvieron huevos maduros de anguila aplicando 
tratamientos de extractos de hipófisis de carpa. Desde entonces cabe destacar algunos estudios 
como el Boëtius et al. (1980) en el que, aplicando tratamientos combinados de gonadotropina 
coriónica humana (hCG, del inglés human corionic gonadotropin) y extracto de hipófisis de carpa 
(CPE), lograron inducir índices gonadosomáticos (IGS) máximos de 60.7%.  
1.4 MÉTODOS DE PRESERVACIÓN DE GAMETOS 
En el ámbito acuícola, la conservación de gametos puede generar ventajas como i) la 
sincronización de la disponibilidad de gametos de ambos sexos, ii) el transporte de gametos 
entre instituciones, iii) el almacenamiento de germoplasma para programas de selección 
genética o conservación de especies, etc. (Cabrita et al., 2010; Martínez-Páramo et al., 2017) 
(Figura 3). Existen dos tipos de preservación de gametos: la preservación a corto plazo y la 
preservación a largo plazo. En cuanto a la preservación a corto plazo, esta se basa en el 
almacenamiento de la muestra espermática a temperaturas bajas, pudiendo mantener la 
calidad del esperma durante un tiempo corto limitado. Por otro lado, la preservación a largo 
plazo o criopreservación se basa en el almacenamiento de las células a temperaturas 
extremadamente bajas para disminuir las funciones vitales de las células con el objetivo de 
mantener su calidad durante un largo periodo de tiempo. 
 
Conservación de gametos a corto plazo  
Diversos grupos de investigación se han dedicado a estudiar los efectos que tenían de las 
diferentes condiciones de almacenamiento sobre el esperma de la anguila europea, a 
temperaturas superiores al punto de congelación (Peñaranda et al., 2010a,b). En estos estudios 
se observó que la motilidad de los espermatozoides se preservaba correctamente durante un 
tiempo superior a 3 días, e incluso más de una semana si se limitaba la presencia de aire 
(Peñaranda et al., 2010a). Para el correcto almacenamiento del esperma, este se suele conservar 
a bajas temperaturas para prevenir el crecimiento de microorganismos. Asimismo, estos 
gametos se diluyen en un medio que recrea la composición fisiológica del plasma seminal de la 
anguila, permitiendo así mantener las capacidades del espermatozoide por un mayor tiempo. 
No obstante, los peces constituyen un grupo de vertebrados muy diverso, cuyas diferencias 
alcanzan también a las características de los gametos, siendo necesario el desarrollo de un 
protocolo de preservación característico para cada especie (Asturiano et al., 2017). 
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Conservación de gametos a largo plazo  
La criopreservación ha demostrado ser el método ideal para preservar el esperma durante un 
largo periodo de tiempo, pudiendo llegar a mantener la calidad de los espermatozoides durante 
muchos años (Fabbrocini et al., 2015). Esta técnica se basa en la conservación del material 
biológico en nitrógeno líquido a temperaturas sumamente bajas (-196 °C) para conservar la 
viabilidad de los gametos. No obstante, se trata de una técnica difícil de aplicar puesto que, para 
lograr una criopreservación exitosa, las células deben superar factores de estrés a los que son 
sometidas, como la deshidratación y la presión mecánica (Raju et al., 2020). 
A la hora de poner en práctica este método, se suelen usar agentes crioprotectores, que son 
totalmente necesarios para lograr una correcta criopreservación (Cloud y Patton, 2009). Estos 
son capaces de minimizar el daño causado a las células inhibiendo la formación de hielo, 
preservando las membranas y promoviendo la vitrificación. Entre estos compuestos, los más 
usados son el glicerol y el dimetilsulfóxido (DMSO). No obstante, aunque los crioprotectores 
presentan muchas ventajas, se trata de compuestos muy tóxicos para las células lo que dificulta 
a su vez su uso (Raju et al., 2020). También se suelen emplear protectores de membrana como 
azúcares, albúmina de suero bovino (BSA) o yema de huevo, permitiendo mantener la integridad 
de las células (Cabrita et al., 2010; Martínez-Páramo et al., 2017). 
Otro factor que juega un gran papel en la criopreservación es la velocidad de enfriamiento. A 
una velocidad baja de enfriamiento, las células estarán expuestas a elevadas concentraciones 
de solutos lo cual provocará una deshidratación que puede llegar a ser letal para las células. No 
obstante, a una velocidad de enfriamiento demasiado alta, se formará hielo intracelular lo cual 
tiene un efecto letal. Teniendo en cuenta estos dos fenómenos, la hipótesis de los dos factores 
propone que debe existir una velocidad de enfriamiento que consiga maximizar la viabilidad de 
las células criopreservadas (Raju et al., 2020). 
 
Figura 3. Esquema del proceso de conservación de gametos a largo plazo y  posibles aplicaciones. 
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Como se ha explicado anteriormente, las características morfológicas y biológicas de los 
espermatozoides varían entre las distintas especies, por lo que es conveniente desarrollar un 
protocolo de criopreservación específico adaptado a cada una de ellas (Asturiano et al., 2017). 
En el caso de la anguila europea, diversos grupos de investigación han trabajado en desarrollar 
protocolos de criopreservación de esperma (Asturiano et al., 2003, 2004; Herranz-Jusdado et 
al., 2018a; Müller et al., 2004; Peñaranda et al., 2009; Szabó et al., 2005). Además, se ha llegado 
incluso a efectuar una correcta fertilización empleando esperma crioconservado (Asturiano et 
al., 2016) así como a realizar ensayos de hibridación con óvulos de anguila japonesa (Anguilla 
japonica) (Müller et al., 2012, 2018). Lamentablemente, muchas de las larvas nacidas de estos 
experimentos presentaban deformidades (Müller et al., 2018), demostrando que los protocolos 
de criopreservación necesitaban ser mejorados. Para ello, se han comparado los protocolos de 
criopreservación de anguila existentes con la finalidad de elegir el más eficiente y estandarizar 
su uso (Herranz-Jusdado et al., 2018a). Sin embargo, este protocolo se basa en el manejo de 
volúmenes pequeños (0.5 mL), por lo que no se puede aplicar a los procesos de fertilización a 
gran escala. Además, se ha visto que el uso de aditivos puede mejorar la protección de la 
membrana de los espermatozoides, aumentando la viabilidad de los gametos que son 
criopreservados y optimizando los resultados de motilidad de los espermatozoides 
descongelados. 
2. OBJETIVOS 
El principal objetivo del presente trabajo, enmarcado dentro del proyecto europeo IMPRESS 
“Improved production strategies for endangered freshwater species”, se basa en optimizar los 
protocolos de almacenamiento a corto plazo, así como los protocolos de criopreservación de 
esperma de la anguila europea en grandes volúmenes, para poder aplicarlos en proyectos de 
fertilización a gran escala. Para ello se llevaron a cabo dos experimentos distintos: 
I. En el primero de ellos se estudiaron diferentes condiciones de almacenamiento a corto 
plazo. Concretamente, se analizó si la proporción de dilución del esperma con disolución 
P1 (1:9 o 1:49) o la temperatura (4 o 20 °C) afectaban de alguna manera al tiempo de 
conservación del esperma. Además, también se estudió si la agitación tenía algún efecto 
beneficioso en el almacenamiento de las muestras. 
II. En el segundo experimento se procedió a desarrollar un protocolo de criopreservación 
enfocado al almacenamiento a largo plazo de muestras de esperma en grandes 
volúmenes, usando viales de 2 y 5 mL. Asimismo, se comprobó si el uso de aditivos como 
suero fetal bovino (FBS), albúmina de suero bovino (BSA) o yema de huevo, que habían 
resultado favorables para conservar los gametos de otros tipos de peces, podía ayudar 
a conservar la motilidad del esperma criopreservado de anguila europea. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Un lote de 30 machos de anguila europea procedentes de la piscifactoría Valenciana de 
Acuicultura, S.A. (Puzol, Valencia), fue trasladado al Laboratorio de Acuicultura de la Universitat 
Politècnica de València. Estos ejemplares fueron ubicados en dos acuarios de 150 L cada uno (en 
total, 15 anguilas por acuario) y se aclimataron progresivamente al agua del mar (salinidad = 37 
± 0,4 g/L) durante una semana. Las anguilas se mantuvieron a una temperatura constante de 20 
°C y los acuarios se mantuvieron cubiertos para reducir la intensidad de la luz, minimizando así 
el estrés de los peces. Este estudio fue llevado a cabo respetando las indicaciones recogidas en 
la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Real Decreto 53/2013, en el que 
se establecen las normas básicas para la protección de los animales empleados con fines 
científicos (BOE, 2013). Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité de Ética en 
Experimentación Animal de la UPV y el permiso final fue otorgado por el gobierno local 
(Generalitat Valenciana, Número de permiso: 2015/VSC/PEA/00064). 
3.2 INDUCCIÓN HORMONAL Y EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS DE ESPERMA 
La maduración sexual del grupo Control se indujo mediante inyecciones semanales 
intraperitoneales de gonadotropina coriónica humana recombinante (hCGrec Ovitrelle), 
siguiendo el procedimiento descrito por Gallego et al. (2012). De esta manera, cada semana las 
anguilas fueron anestesiadas y pesadas antes de administrar la dosis de 1.5 UI/g (Figura 4); este 
procedimiento se realizó durante 15 semanas.  
 
Figura 4. Inyección semanal de la gonadotropina coriónica humana recombinante (hCGrec). 
Para la extracción del esperma los ejemplares fueron anestesiados con benzocaína a una 
concentración final de 60 ppm. Una vez anestesiada, la muestra de esperma era extraída 
mediante un masaje abdominal o stripping (Figura 5). Las muestras se diluyeron en medio P1 
(en mM: NaCl 125, NaHCO3 20, MgCl2 2.5, CaCl2 1, KCl 30; con pH ajustado a 8.5 según Peñaranda 
et al., 2010b), a una proporción de 1:9 (esperma: diluyente), y se mantuvieron en tubos de 15 
mL a una temperatura de 4 °C hasta que se trasladaron al laboratorio de análisis para evaluar 
los diferentes parámetros de viabilidad y cinética espermática.  
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3.3 EVALUACIÓN DE LOS PARÁMETROS CINÉTICOS 
Para evaluar la motilidad, las muestras se activaron mezclando 0.5 µl del esperma diluido en P1, 
con 4.5 µl de agua de mar artificial (Aqua Medic mEersalz 37g/l, con albúmina de suero bovino 
(BSA) al 2% (p/v) y pH ajustado a 8.2). Cada muestra se analizó por triplicado usando el módulo 
de motilidad de ISAS (Proiser R+D, S.L.; España). Se capturaron secuencias de vídeo de 0.5 
segundos a 60 fotogramas por segundo usando una cámara (Nikon Digital Sight DS-5M) acoplada 
a un microscopio de contraste de fases (Nikon ECLIPSE 80i) a 100 aumentos (objetivo 10x). 
Todas muestras se analizaron transcurridos 10-15 segundos después de la activación. Con ayuda 
del software ISAS (Proiser R + D, España) se analizaron dos parámetros cinéticos: el porcentaje 
de espermatozoides móviles (MOT) y la motilidad progresiva (pMOT), definida como el 
porcentaje de espermatozoides que nadan de manera progresiva. También se registró el 
porcentaje de espermatozoides lentos (velocidad de trayectoria media (VAP) = 10-50 μm/s), 
medios (VAP = 50-100 μm/s) y rápidos (VAP >100 μm/s). Tras el estudio, las muestras que 
poseían unos valores de motilidad superiores al 65% fueron las elegidas para realizar los 
experimentos de preservación a corto y largo plazo.  
 
Figura 5. Realización de masaje abdominal (stripping) y recolección de muestra de esperma. 
3.4 ANÁLISIS DE LA VIABILIDAD 
Para poder llevar a cabo el experimento de criopreservación, se realizó un análisis de la 
viabilidad del esperma a cada muestra fresca y descongelada. Este análisis se llevó a cabo 
mediante citometría de flujo utilizando un kit de fluorescencia (LIVE / DEAD Sperm Viability Kit, 
Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU). Este kit incluía el fluorocromo SYBR 14, el cual tiñe de 
verde los núcleos de las células vivas, y yoduro de propidio (PI), el cual actúa tiñendo de rojo los 
núcleos de las células muertas. Se añadieron 0.5 μL de SYBR 14 (concentración final 100 nM) y 
2 μL de PI (concentración final 12 μM) a 50 μL de cada muestra y se incubaron a temperatura 
ambiente y en la oscuridad durante 10 minutos. A continuación, cada muestra se analizó con el 
citómetro de flujo (Beckman Coulter FC500) para un número máximo de 5000 eventos. 
3.5 DISEÑO EXPERIMENTAL 
Este estudio se dividió en dos experimentos diferentes. El primero de ellos consistió ene 
encontrar las mejores condiciones de almacenamiento a corto plazo para el esperma de la 
anguila europea. Por otro lado, el segundo experimento se basó en adaptar el último protocolo 
de criopreservación desarrollado en anguila europea a volúmenes más grandes y comprobar si 
el uso de aditivos podía mejorar la calidad del esperma.                                                                                                                                 
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3.5.1 Almacenamiento a corto plazo 
En primer lugar, se estudió qué ratio de dilución era capaz de conservar mejor la calidad del 
esperma a lo largo del tiempo. Para ello, se seleccionaron 11 muestras de esperma (motilidad 
>65%) y se diluyeron en P1 a razón de 1:9 y de 1:49, alcanzando un volumen final de 1 mL. Estas 
muestras se almacenaron a 4 °C en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, se analizaron 
los parámetros cinéticos de cada muestra (ver sección 3.3) a 1, 24, 48 y 72h y 7 días. 
A continuación, seleccionando la ratio 1:49, que había dado mejores resultados, se evaluaron 
los efectos de la temperatura y de la agitación sobre la calidad del esperma a lo largo del tiempo. 
Para ello, se tomaron muestras de esperma de 12 machos diferentes (con motilidad >65%) y se 
diluyeron con una ratio 1:49 con solución P1 obteniendo un volumen final de 1 mL. Estas 
muestras se almacenaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml a temperaturas de 4 o 20 °C, 
manteniéndose en agitación o en reposo. La agitación consistió en colocar las muestras sobre 
un dispositivo de agitación a 80 rpm. Finalmente, las muestras se analizaron de nuevo con el 
sistema CASA-Mot (ver sección 3.3) a 1, 24, 48 y 72h y 7 días del inicio del experimento. 
3.5.2 Almacenamiento a largo plazo: criopreservación 
En primer lugar, se estudió si el último protocolo de criopreservación desarrollado para el 
esperma de la anguila europea era aplicable a volúmenes más grandes (2 y 5 mL). Para ello, se 
tomaron muestras de esperma de 14 machos distintos, con una motilidad >65%, y se congelaron 
en pajuelas de 0.5 mL (IMV Technologies, l'Aigle, Francia) y en criotubos (Deltalab SL, Barcelona, 
España) de 2 y 5 mL, respectivamente. Para la congelación de las pajuelas se siguió el protocolo 
descrito por Herranz-Jusdado et al. (2018b). En el caso de los criotubos se optó por experimentar 
con diferentes rampas de congelación (ver sección 3.6). 
Para la segunda parte del estudio, se partió del mejor resultado obtenido en los viales y se 
analizó si la adición de albúmina de suero bovino (BSA), suero fetal bovino (FBS) (Sigma Aldrich 
Química SA, Madrid, España) o yema de huevo (huevo de gallina comercial) tenía algún efecto 
positivo en la preservación de los espermatozoides.  
En ambos experimentos se analizaron los parámetros cinéticos tanto antes como después de la 
descongelación. Asimismo, las muestras se analizaron con el citómetro de flujo para determinar 
la viabilidad celular, tal y como se ha explicado en la sección 3.4. 
3.6 PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACIÓN 
Para cada una de las muestras se preparó una dilución que consistía en 
esperma:diluyente:crioprotector a una proporción de 1:8:1. Estas muestras diluidas se 
incubaron, posteriormente, durante 1 hora a una temperatura de 4 °C para asegurar una 
correcta penetración del crioprotector en las células. A continuación, las pajuelas se enfriaron 
durante 3 minutos a 3 cm sobre el nitrógeno líquido (LN2) y, seguidamente, se arrojaron al  LN2. 
Respecto a los criotubos de 2 mL se siguió el mismo procedimiento. Se enfriaron durante 15-20 
minutos a 1 y 3 cm por encima del  LN2, y después se sumergieron en LN2 (Figura 6). En el caso 
de los tubos de 5 mL, los estudios previos habían determinado que 15 minutos no bastaban para 
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enfriar suficientemente el esperma antes de arrojarlo al  LN2. Por ello, todas las muestras de 5 
mL se colocaron durante 20 minutos a 1 y 3 cm sobre el  LN2, para después sumergirlas en él.  
Para la descongelación las muestras se sumergieron en agua caliente durante un tiempo 
determinado; la temperatura y tiempo de duración variaba según el volumen de la muestra: 40 
°C durante 13 segundos, en el caso de las pajuelas; 70 °C durante 75 segundos, para los criotubos 
de 2 mL; o a 70 °C durante 105 segundos, en el caso de los criotubos de 5 mL. Tras la 
descongelación, las muestras se analizaron con CASA-Mot (ver4 sección 3.3), para determinar la 
motilidad, y citometría de flujo para determinar la viabilidad de los espermatozoides. 
 
Figura 6. Proceso de criopreservación de criotubos siguiendo una rampa de congelación. 
TRATAMIENTO CON ADITIVOS 
Para la segunda parte del experimento se aplicó el mismo protocolo de criopreservación. No 
obstante, en este caso, cada muestra de esperma se sometió a cuatro tratamientos distintos 
que contenían 5% de yema de huevo, 20% suero fetal bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum), 
5% albúmina de suero fetal (BSA, del inglés bovine serum albumine) o ningún aditivo, 
empleándose este último como control. La mezcla contenía esperma, diluyente P1 más aditivo, 
y metanol a una proporción 1:8:1, respectivamente; la dilución se preparó diluyendo primero el 
aditivo con la solución P1, seguido del metanol y, finalmente, el esperma (Tabla 1). A 
continuación, las muestras sometidas a cada tratamiento se introdujeron en criotubos de 5 mL 
(se utilizaron dos tubos por tratamiento) y se incubaron durante 1 hora a 4 °C. Acto seguido, se 
congelaron durante 20 minutos encima de una superficie que se encontraba a 1 cm del  LN2. 
Seguidamente, las muestras se arrojaron al LN2 y se almacenaron en un criotanque. Finalmente, 
las muestras se descongelaron sumergiéndolas en agua a 70 °C durante 105 segundos y pasaron 
a almacenarse a 4 °C durante 24 horas. Los parámetros cinéticos se analizaron con el sistema 
CASA-Mot, realizándose además un análisis adicional 24 horas después de la congelación. 
Asimismo, se empleó el citómetro de flujo para estimar la viabilidad celular de las muestras, 
aproximadamente una hora después de la descongelación. 
Tabla 1. Proporción volumétrica de los componentes de la disolución de criopreservación. Los aditivos 
corresponden a albúmina de suero bovino (BSA), suero fetal bovino (FBS) y yema de huevo. Todos los 
volúmenes están representados como mL de un volumen final de 10 mL.  
 
Aditivos Esperma Solución P1 Metanol Aditivo 
Control 1 8 1 - 
FBS 1 6 1 2 
BSA 1 7.5 1 0.5 






3.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los análisis de los parámetros de viabilidad, movilidad y velocidad de los espermatozoides 
se sometieron a un análisis de varianza (Modelo Lineal General, GLM). Para los experimentos de 
almacenamiento a corto plazo, los efectos fijos considerados fueron, primero, los ratios de 
dilución y, después, la temperatura de incubación y la agitación o la ausencia de ella a cada 
tiempo (1, 24, 48, 72 horas y 7 días).  
Por otro lado, el experimento de criopreservación, tomó, en la primera parte del experimento, 
como efectos fijos cada una de las diferentes condiciones de enfriamiento, así como el tamaño 
de tubo; mientras que, en la segunda parte del experimento, se seleccionaron los diferentes 
tratamientos de Metanol, FBS, BSA y yema de huevo. 
4. RESULTADOS 
4.1 ALMACENAMIENTO A CORTO PLAZO 
Los resultados obtenidos indicaron que la dilución 1:49 (esperma:P1) era la que mejor preservó 
los parámetros de motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT) a lo largo del tiempo y, por 
tanto, la indicada para el almacenamiento de gametos a corto plazo (Figura 7). Pese a que en las 
primeras 24 horas la motilidad (MOT) no se vio prácticamente afectada en ninguna de las dos 
diluciones, al cabo de 48 horas este parámetro sufrió una notable reducción, siendo este efecto 
mucho más drástico en la disolución 1:9. Por otro lado, la motilidad progresiva (pMOT) 
disminuyó notablemente en las primeras 24 horas en ambos tipos de dilución. Sin embargo, 
tanto a las 48 como a las 72 horas, este parámetro se conservó mucho mejor en la muestra que 
presentaba una relación de dilución de 1:49. 
 
Figura 7. Porcentaje de motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT) de las dos diluciones 
experimentales (1:9 y 1:49) a diferentes tiempos de almacenamiento (1, 24, 48, 72 horas y 7 días). Las 
diferentes letras indican diferencias significativas entre las diluciones y los asteriscos indican diferencias 
significativas respecto al grupo control. 
La segunda parte de este experimento se llevó a cabo tomando como referencia la dilución 1:49, 
que era la que había dado mejores resultados. En este caso se comprobó cómo afectaban la 
temperatura de almacenamiento y la aplicación de movimiento a la calidad del esperma. 








































Tal y como se puede ver en la figura 8, hasta las 48 horas no se encontraron diferencias 
significativas entre las diferentes condiciones. Únicamente la muestra almacenada a 20 °C en 
estado estático mostró una importante reducción de la motilidad (MOT) con respecto al control 
(1 hora de almacenamiento). Transcurridas 48 horas, tanto la motilidad (MOT) como la motilidad 
progresiva (pMOT) se vieron reducidas en todas las condiciones estudiadas. No obstante, este 
efecto fue mayor en las muestras almacenadas a 20 °C y, principalmente, en las que no estaban 
sometidas a movimiento. Pasadas 72 horas, las muestras con mejores resultados de motilidad 
(MOT) y motilidad progresiva (pMOT) fueron las almacenadas a 4 °C, tanto las estáticas como 
las que estaban en agitación. Finalmente, a los 7 días todas las muestras sufrieron una gran 
reducción en la motilidad (MOT) y la motilidad progresiva (pMOT). 
 
Figura 8. Porcentaje de motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT) en diferentes condiciones de 
almacenamiento (temperatura y en agitación o estático) a diferentes tiempos (1, 24, 48, 72 horas y 7 días). 
Las diferentes letras indican diferencias significativas entre las diluciones y los asteriscos indican 
diferencias significativas respecto al grupo control. 
4.2 ALMACENAMIENTO A LARGO PLAZO (CRIOPRESERVACIÓN) 
4.2.1 Criopreservación en diferentes viales 
La figura 9 muestra cómo tras un proceso de criopreservación y descongelación, los parámetros 
de motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT) se vieron drásticamente reducidos en todas 
las muestras. Las muestras que sufrieron una disminución de la motilidad (MOT) fueron los 
criotubos de 2 mL, congelados a 3 cm sobre el LN2 durante 15 minutos, y los criotubos de 5 mL, 
congelados a 3 cm sobre el LN2 durante 20 minutos. El resto de las muestras de los criotubos no 
presentaron diferencias significativas entre ellas, ni tampoco en relación con las pajuelas. En 
cuanto a motilidad progresiva (pMOT), se observó que respecto a la muestra de la pajuela el 
criotubo de 5 mL, congelado a 3 cm sobre el LN2 durante 20 minutos, era el único que mostró 
una reducción notable. El resto de las muestras presentaron unos valores similares e incluso 
superiores, como la muestra de 2 mL, situada a 3 cm sobre el LN2 durante 20 minutos, la cual 
indicó un porcentaje de motilidad más elevado. 


















































Figura 9. Porcentaje de motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT) en diferentes condiciones de 
criopreservación (pajuela versus criotubo, altura de enfriamiento y tiempo de enfriamiento). Las 
diferentes letras indican diferencias significativas. 
 
Los resultados indicaron que la viabilidad también se vio reducida en todas las muestras tras la 
criopreservación, sin diferencias significativas con respecto a las pajuelas (Figura 10). Las que 
mostraron una mayor reducción fueron las muestras de 2 mL congeladas a 1 cm sobre el  LN2, 
independientemente del tiempo de congelación, y las muestras de 5 mL congelados a 3 cm sobre 
el LN2 durante 20 minutos. 
 
Figura 10. Viabilidad de los espermatozoides de muestras de esperma frescas y descongeladas en 
diferentes condiciones de criopreservación (pajuela/ tamaño del tubo, altura de enfriamiento y tiempo 
de enfriamiento). Las distintas letras indican diferencias significativas en el porcentaje de viabilidad. 






































































4.2.2 Criopreservación con aditivos 
Los resultados mostraron que tanto las motilidades como las velocidades se vieron afectadas en 
todas las muestras que habían sufrido un proceso de criopreservación, en comparación con las 
muestras frescas (Figura 11). El tratamiento de las muestras con diferentes aditivos demostró 
que las muestras tratadas con yema de huevo eran las presentaban un valor más elevado de 
motilidad (MOT), en relación con la muestra control y con aquellas tratadas con otros aditivos. 
Concretamente, el tratamiento con yema de huevo permitió mantener un porcentaje de 
motilidad (MOT) superior al 50%, siendo el mayor valor que se ha alcanzado en anguila europea. 
En cambio, los tratamientos BSA y FBS no provocaron ninguna mejora de motilidad (MOT) y 
motilidad progresiva (pMOT) en comparación con el control.  
 
Figura 11. Porcentaje de motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT) de muestras frescas y 
criopreservadas tratadas con diferentes aditivos (albúmina de suero bovino (BSA), suero fetal bovino (FBS) 
o yema de huevo). Las distintas letras indican diferencias significativas. 
La figura 12 indica como, tras un proceso de criopreservación, la cantidad de células vivas se 
redujo notablemente. La muestra tratada con yema de huevo es la que presentó un mayor 
porcentaje de células vivas, aunque no se observaron diferencias significativas entre las 
muestras tratadas con aditivos y las que no recibieron ningún tipo de tratamiento.
 
Figura 12. Datos de viabilidad de muestras de esperma frescas y criopreservadas tratadas con diferentes 
aditivos (albúmina de suero bovino (BSA), suero fetal bovino (FBS) o yema de huevo) o sin ellos (control). 


























































Los resultados representados en la figura 13 indicaron que las muestras tratadas con yema de huevo 
presentaron unos valores de motilidad (MOT) similares a los de las muestras control (MeOH). El 
tratamiento con BSA y FBS redujo la motilidad de los espermatozoides. Aún así, todas las muestras 
mantuvieron su porcentaje de motilidad inalterado tras 24 horas almacenados a 4 °C. 
 
Figura 13. Resultados de los análisis de motilidad transcurridas 24 horas de muestras de esperma 
frescas y criopreservadas tratadas con diferentes aditivos (albúmina de suero bovino (BSA), suero 
fetal bovino (FBS) o yema de huevo) o sin ellos (metanol (MeOH)). Las distintas letras indican 
diferencias significativas. 
5. DISCUSIÓN 
La situación actual de la anguila europea postula la cría en cautividad como la opción más viable 
para la preservación de esta especie y el mantenimiento de su producción acuícola. No obstante, 
las complicaciones derivadas de la asincronía de la maduración sexual entre los dos sexos en la 
reproducción artificial (Butts et al., 2014) dificulta la fertilización y obliga a recurrir a la 
conservación de muestras de esperma. Por ello, en este trabajo se ha procedido a optimizar los 
protocolos de conservación de esperma, tanto a corto como a largo plazo, con la finalidad de 
que sean aplicables a procesos reproductivos a gran escala. 
5.1 PRESERVACIÓN A CORTO PLAZO 
En el caso del almacenamiento de muestras a corto plazo, los diluyentes han sido fundamentales 
para el desarrollo de protocolos de conservación de esperma efectivos, siendo muy empleados 
en los experimentos de reproducción de peces gracias a su bajo coste y su gran eficiencia para 
mantener la motilidad de los espermatozoides, estabilizar las condiciones fisicoquímicas del 
plasma seminal y mejorar la capacidad de fertilización en algunas especies (Bobe y Labbé, 2009; 
Pérez-Cerezales et al., 2009; Trigo et al., 2015; Peñaranda et al., 2010b). En este caso concreto 
se ha optado por emplear un diluyente denominado P1, que ha sido estudiado y mejorado para 
su uso en experimentos de conservación de esperma (Asturiano et al., 2003; Peñaranda et al., 




























2010a,b), demostrando su efectividad en estudios de reproducción de anguila europea. Este 
diluyente tiene la capacidad de imitar las condiciones fisicoquímicas del plasma seminal: se trata 
de una solución isoosmótica, isotónica y presenta un pH ajustado a 8,5. De esta forma, se 
consigue mantener los espermatozoides en estado quiescente, tal y como se encuentran en 
estado natural (Lahnsteiner et al., 1997; Ohta y Izawa, 1996).  
En el caso de la anguila europea, todas las diluciones de esperma que se encuentran en el rango 
de la 1:10 hasta la 1:100 han sido testadas bajo diferentes condiciones (Peñaranda et al., 
2010a,b). Peñaranda et al. (2010b) determinaron que las diluciones 1:50 y 1:100 eran las que 
mostraban el mejor resultado, sin diferencias significativas entre ellas. En estos casos, aunque 
ambas diluciones se pueden aplicar para la conservación del esperma, se suele optar por aquella 
que se supone una mayor concentración de células ya que, por un lado, resulta más práctico y, 
por otro lado, para alcanzar una correcta fertilización se necesita una elevada cantidad de 
esperma (Butts et al., 2014). Pese a que estos estudios han contribuido a obtener un mayor 
conocimiento en este campo, el análisis de la motilidad se llevó a cabo de modo subjetivo lo que 
supone ciertos problemas relacionados con la limitación del ojo humano y la propia experiencia 
del observador (Gallego et al., 2018). Esto dificulta la interpretación y la comparación de 
resultados entre los diferentes grupos de investigación debido a la falta de reproducibilidad 
(Gallego y Asturiano, 2018). En el presente estudio se testaron dos diluciones diferentes: 1:9 y 
la 1:49. Los resultados determinaron que, durante las primeras 24 horas, ambas proporciones 
mantenían correctamente la calidad del esperma, tal y como indican los biomarcadores 
motilidad (MOT) y motilidad progresiva (pMOT). No obstante, transcurridos dos días, la dilución 
1:49 mostró mejores resultados siendo incluso capaz de mantener una elevada motilidad de los 
espermatozoides durante unos tres días. Este hecho puede deberse a que una mayor dilución 
de la muestra de esperma conlleva también una reducción de la contaminación urinaria, un 
mejor mantenimiento del pH, así como un menor crecimiento de microorganismos 
contaminantes debido a una menor concentración de espermatozoides (Bobe y Labbé, 2009). 
Estos resultados concuerdan con los de los estudios previamente mencionados, que mostraron 
que durante las primeras 24 horas ambas proporciones de dilución preservan con éxito la 
calidad de los gametos, pero para un tiempo de almacenamiento mayor, la dilución 1:49 es la 
que da mejores resultados. Estos resultados implican que, si el esperma va a ser usado en las 
primeras 24 horas, es recomendable emplear la dilución 1:9 para realizar un proceso de 
fertilización, ya que la concentración de espermatozoides en la muestra será mayor y, por tanto, 
habrá una mayor probabilidad de lograr una fertilización exitosa (Butts et al., 2014). Sin 
embargo, para un tiempo superior (>24 h) se debe utilizar la dilución 1:49. 
Como el ratio de dilución 1:49 fue el que dio mejores resultados, ya que fue capaz de mantener 
la calidad del esperma durante más tiempo, se tomó como referencia para determinar si la 
temperatura de almacenamiento o la aplicación de movimiento tenían algún efecto positivo en 
la preservación del esperma. En este sentido, estudios llevados a cabo anteriormente con trucha 
arcoíris (O. mykiss) demostraron que el almacenamiento de las muestras de esperma a bajas 
temperaturas reducía el metabolismo de los espermatozoides y el crecimiento de 
microorganismos (Cosson et al., 1985) y, por tanto, mantenía su calidad en el tiempo. Pese a 
esto, el almacenamiento a temperaturas no tan frías puede resultar mucho más práctico en 
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algunos casos como cuando se requiera el transporte de las muestras, pudiéndose almacenar 
de ese modo a temperatura ambiente, ya que el mantenimiento a bajas temperaturas 
necesitaría de un sistema de enfriamiento. 
Múltiples estudios realizados sobre el esperma de salmónidos aplicaron agitación durante el 
almacenamiento ya que provocaba una disminución de la mortalidad de los espermatozoides 
(Parodi et al., 2017; Trigo et al., 2015; Ubilla et al., 2015). Debido a esto, esta forma de preservar 
las muestras es común en los protocolos de almacenamiento de esperma a corto plazo de 
diversas especies de salmónidos. En el presente estudio, la aplicación de movimiento no supuso 
diferencias significativas con respecto a aquellas muestras que no se estaban agitando. Sin 
embargo, el almacenamiento a bajas temperaturas (4 °C) permitió mantener la motilidad de los 
espermatozoides tras 2 días de almacenamiento. Estos resultados concuerdan con los de los 
estudios previos, que indican que la aplicación de bajas temperaturas (refrigeración) permite 
mantener mejor la calidad del esperma ya que se reduce el metabolismo de los espermatozoides 
y se previene el crecimiento bacteriano (Bobe y Labbé, 2009; Cosson et al., 1985). No obstante, 
en este estudio se demostró que la motilidad del esperma se mantuvo correctamente durante 
las primeras 24 horas, sin diferencias significativas entre las distintas temperaturas. 
Cabe destacar que la preservación de la motilidad en el tiempo varía enormemente entre las 
distintas especies, siendo específico de cada una de ellas. Por ejemplo, las muestras de fletán 
atlántico (Hippoglossus hippoglossus) conservadas bajo condiciones óptimas, pueden mantener 
su motilidad incluso después de 79 días de almacenamiento (Babiak et al., 2006), mientras que 
en la carpa común (Cyprinus carpio), la motilidad de los espermatozoides se mantuvo durante 
un máximo de 84 horas (Ravinder et al., 1997). Concretamente en la anguila europea, estudios 
anteriores demostraron que, en condiciones de limitación de aire, se podía mantener la 
motilidad de los espermatozoides durante 14 días (Peñaranda et al., 2010a). Ese protocolo 
requirió el uso de bolsas de policarbonato que se cerraron en condiciones de vacío consiguiendo 
limitar la cantidad de oxígeno y, por tanto, la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
las cuales son tremendamente tóxicas para las células.  
5.2 PRESERVACIÓN A LARGO PLAZO: CRIOPRESERVACIÓN 
En la segunda parte del experimento, se comprobó si el último protocolo desarrollado para la 
criopreservación de esperma de anguila europea (Herranz- Jusdado et al., 2018b), que está 
basado en el uso de pajuelas de 0.5 mL, era aplicable a volúmenes más grandes consiguiendo 
mantener la calidad de la muestra. Los protocolos de criopreservación de espermatozoides se 
han desarrollado con la finalidad principal de resolver los problemas de sincronización entre 
hembras y machos y así poder impulsar la cría en cautividad, aunque suponen ventajas 
adicionales, como que facilitan el intercambio de gametos entre distintas instituciones (Cabrita 
et al., 2010), por lo que el uso de volúmenes más grandes sería de gran utilidad para este 
propósito. 
La criopreservación de grandes volúmenes de esperma ya se ha llevado a cabo en distintas 
especies de peces. Por ejemplo, en el caso de la trucha arcoíris (O. mykiss) se han criopreservado 
muestras utilizando pajuelas de diferentes tamaños (Cabrita et al., 2001). No obstante, se 
obtuvieron resultados similares en cuanto a la motilidad de los espermatozoides 
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independientemente del tamaño de la pajuela (0.5, 1.8 y 5 mL). En el caso de la anguila japonesa, 
tras muchos experimentos llevados a cabo, se logró criopreservar con éxito su esperma en 
pajuelas de 2.5 y 5 mL de volumen. Los resultados obtenidos fueron prometedores ya que se 
obtuvieron tasas de fertilidad, supervivencia y morfología larvaria similares a las del esperma 
fresco (Nomura et al., 2018), demostrando la gran mejora del protocolo. 
En el presente estudio se demuestra que es factible la utilización de criotubos de 2 o 5 mL para 
la criopreservación de espermatozoides de anguila europea. En comparación con el protocolo 
de criopreservación desarrollado por Herranz-Jusdado et al. (2018b), el cual usaba pajuelas de 
0.5 mL,  tras la descongelación se obtuvo una calidad del esperma similar mediante un ajuste de 
las condiciones de enfriamiento según el volumen empleado. Esto supone una gran ventaja 
práctica en los procesos de fertilización artificial ya que la cantidad de espermatozoides 
necesaria para lograr una fertilización con éxito es relativamente elevada (Butts et al., 2012, 
2014) y por tanto se necesita una gran cantidad de esperma en los programas de reproducción. 
En el presente trabajo no se comprobó el resultado de la fertilización empleando el esperma 
criopreservado resultante de la aplicación de estos protocolos, tal y como sí se hizo en su día en 
anguila japonesa (Nomura et al., 2018), aun así se analizó el éxito del proceso estudiando la 
supervivencia, la motilidad y otros parámetros cinéticos importantes analizados con un 
programa CASA-Mot. Se trata de biomarcadores muy usados en los estudios de reproducción 
de peces ya que son capaces de permitir una buena evaluación de la calidad del esperma, y se 
ha demostrado que hay una fuerte correlación con el éxito de fertilización en varias especies de 
peces (Gallego y Asturiano, 2018). 
La segunda parte del experimento de criopreservación tenía como objetivo mejorar el protocolo 
existente usando diferentes tipos de aditivos: suero bovino fetal (FBS), albúmina de suero 
bovino (BSA) y yema de huevo. Estos aditivos ya habían sido usados en protocolos de 
crioconservación de otras especies (Cabrita et al., 2010; Labbé et al., 2013; Magnotti et al., 
2018). Específicamente, FBS y BSA son unos aditivos muy empleados debido a su efecto 
amortiguador del choque osmótico, su efecto antioxidante y la protección mecánica que brindan 
a la membrana celular disminuyendo el riesgo de la cristalización, recristalización y 
derretimiento del hielo durante los procesos de congelación y descongelación (Cabrita et al., 
2005; Lewis et al., 1997; Peñaranda et al., 2009). Por otro lado, la yema de huevo actúa 
estabilizando la membrana y reduciendo las lesiones provocadas por el choque térmico (Bozkurt 
et al., 2014; Gallego et al., 2017). Además, se ha visto que la fracción de la yema de huevo 
correspondiente a la LDL tiene la capacidad de proteger al ADN frente al daño que puede sufrir 
durante el proceso de congelación-descongelación (Hu et al., 2008; Pérez-Cerezales et al., 2010). 
De hecho, en el caso concreto de la trucha arcoíris se vio que si se añadía únicamente la fracción 
LDL en lugar de la yema de huevo entera se conseguía mejorar la calidad del esperma en 
términos de motilidad, integridad de membrana y daño del ADN (Pérez-Cerezales et al., 2010). 
En este estudio se demostró que la adición de yema de huevo tuvo un efecto beneficioso 
respecto a la motilidad de los espermatozoides después de la congelación, llegando a obtener 
porcentajes de supervivencia aproximadamente del 80% y porcentajes de motilidad alrededor 
del 50%. Es importante destacar que, después de un proceso de criopreservación, existe una 
gran variabilidad en el porcentaje de motilidad entre distintas especies (Asturiano et al., 2017). 
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Por ejemplo, en el caso del pez espátula (Polyodon spathula), este puede alcanzar valores de 
motilidad del 85% después de un proceso de congelación (Horváth et al., 2006). Por otro lado, 
los resultados de estudios sobre lubina rayada (Morone saxatilis) indicaron que solo se obtenía 
valores de motilidad inferiores al 10% (Frankel et al., 2013). En el caso de la anguila europea, 
gracias a la adición de yema de huevo al medio de congelación se consiguió obtener el mayor 
valor de motilidad espermático postcongelación publicado en anguila europea. Además, los 
resultados indicaron que la calidad de este esperma se conservó durante 24 h tras la 
descongelación, siendo almacenado a 4 °C. Esto supone una gran ventaja ya que el esperma 
podría descongelarse y transportarse al sitio requerido durante estas 24 horas, con un sistema 
de refrigeración sencillo, consiguiendo mantener la calidad de la muestra sin necesidad de 
transportar un depósito con nitrógeno líquido. 
Se cree que los beneficios generados por la adición de la yema de huevo son consecuencia de 
su composición química. Algunos grupos de investigación llevaron a cabo estudios con el fin de 
analizar las diferencias en el contenido de fosfolípidos, proteínas y colesterol entre los diferentes 
tipos de huevos de las aves y su capacidad crioprotectora en el esperma de peces (Bozkurt et 
al., 2014). No obstante, solamente se encontraron pequeñas diferencias entre ellos, y ninguno 
de los componentes conseguía explicar la variación en la calidad de los espermatozoides 
después de la descongelación. Pese a que la yema de huevo utilizada proveniente de gallina, ya 
había sido usada en experimentos de criopreservación de esperma de peces (Babiak et al., 
2012). Todavía se necesitan más estudios para comprender los efectos de los diferentes 
componentes de la yema de huevo, no solo para entender su función como crioprotector, sino 
también para estandarizar los protocolos. Asimismo, cabe destacar que la yema de huevo 
utilizada en este estudio procede de huevos de gallina comerciales lo cual pude provocar que 
existan también variaciones en su composición y que habría que considerar en un futuro proceso 
de estandarización del protocolo. 
6. CONCLUSIONES 
En este trabajo se ha descrito un protocolo de preservación de esperma de anguila europea a 
corto plazo, el cual permite conservar la calidad de los espermatozoides hasta un máximo de 7 
días. Por otro lado, también se ha optimizado un protocolo de criopreservación de esperma de 
anguila europea con la finalidad de aplicarlo a volúmenes más grandes. Además, se ha visto que 
el uso de aditivos, concretamente de yema de huevo, permite mantener la calidad del esperma 
obteniendo valores de motilidad en torno al 50%, siendo este el valor más alto que se ha logrado 
obtener en esta especie. Esto supone un avance en el campo de la reproducción de la anguila 
europea ya que, además de resolver el problema de la asincronía de la maduración entre sexos, 
puede llegar a emplearse en programas de fertilización a gran escala con el fin de preservar esta 
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